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В настоящее время в биоорганической химии сложилось представление о природных ядах как богатом источнике специфичных и эффективных лигандов ионных каналов и мембранных рецепторов. Природные токсины традиционно используются в качестве точных молекулярных инструментов в нейробиологии, поскольку позволяют модифицировать активность их мишеней нужным для исследователя способом. Более того, эти соединения рассматриваются как перспективная основа для создания лекарственных средств.
По разнообразию компонентного состава наиболее богатым оказывается яд паукообразных, что в сочетании с поразительным биологическим разнообразием пауков и скорпионов определило наш интерес именно к этому объекту. В ходе выполнения работы был проведен анализ активности яда паукообразных в отношении различных организмов и молекулярных мишеней, проведены транскриптомные и протеомные (пептидомные) исследования разнообразия токсинов, были выделены индивидуальные компоненты яда, осуществлены их структурно-функциональные исследования, раскрыты механизмы биосинтеза, разработаны способы получения рекомбинантных аналогов, изучены возможные области применения токсинов.

Цель работы – характеристика многообразия токсинов паукообразных.
В соответствии с целью были поставлены следующие конкретные задачи:
1) Осуществить протеомный (пептидомный) анализ яда пауков и скорпионов;
2) Провести исследование транскриптома ядовитых желез пауков и скорпионов;
3) Идентифицировать и выделить индивидуальные токсины из цельных ядов;
4) Установить первичную структуру веществ, воздействующих на потенциал-чувствительные и лиганд-зависимые ионные каналы;
5) Осуществить функциональную характеристику новых веществ;
6) Изучить нуклеотидную последовательность генов и аминокислотную последовательность предшественников токсинов;
7) Разработать системы гетерологичной экспрессии генов новых пептидных токсинов;
8) Оценить прикладной потенциал новых соединений с точки зрения создания новых молекулярных инструментов и разработки лекарственных препаратов.

Основные результаты:
1. С помощью комбинации методов протеомики (пептидомики) и транскриптомики проведены детальные исследования компонентного состава яда шести видов пауков (Alopecosa marikovskyi, Agelena orientalis, Cheiracanthium punctorium, Heriaeus melloteei, Lachesana tarabaevi, Oxyopes takobius) и двух видов скорпионов (Mesobuthus eupeus, Orthochirus scrobiculosus).
2. Из яда пауков и скорпионов получено несколько десятков индивидуальных токсинов, проявляющих высокую селективность в отношении целого ряда потенциал-чувствительных и лиганд-зависимых ионных каналов млекопитающих и насекомых.
3. В бактериальной системе экспрессии получено несколько десятков рекомбинантных пептидных токсинов, а также их аналогов.
4. Из яда паука Alopecosa marikovskyi выделен селективный модулятор кальциевых каналов P-типа ω-Lsp-IA, замедляющий процесс активации каналов, который может найти применение для создания лекарств от мигрени и эпилепсии.
5. В яде паука Alopecosa marikovskyi обнаружены первые в мире природные селективные ингибиторы пуринергических рецепторов P2X3, получившие название PT1 и PT2. В животных моделях воспалительной боли PT1 показывает высокую анальгетическую активность и представляет собой привлекательную структурную основу для создания эффективных анальгетиков.
6. Из яда паука Heriaeus melloteei получены ингибиторы потенциал-чувствительных натриевых каналов человека Hm-1, 2 и 3. Показано, что Hm-3 является эффективным блокатором активации каналов и эффективно угнетает так называемые ω-токи в мутантных каналах Nav1.4, что может быть использовано для создания лекарств от некоторых типов миотоний и гипокалиемического паралича.
7. Охарактеризована новая группа селективных модуляторов потенциал-чувствительных натриевых каналов насекомых β/δ-агатоксинов из яда паука Agelena orientalis с уникальными фармакологическими свойствами. Эти токсины одновременно воздействуют на процессы активации и инактивации каналов, проявляют высокую избирательность в отношении насекомых и рассматриваются как основа для создания безопасных инсектицидов.
8. Проведен детальный анализ разнообразия лигандов потенциал-чувствительных калиевых и натриевых каналов из яда скорпионов. Создана специализированная база данных Kalium, ведущая учет всех известных блокаторов калиевых каналов из яда скорпионов. Разработаны подходы структурно-функционального анализа этих токсинов и рационального дизайна их свойств.
9. В яде паукообразных найдено большое разнообразие так называемых модульных двудоменных токсинов. Они состоят из двух частей, каждая из которых соответствует обычному однодоменному токсину. Проведен анализ молекулярной эволюции генов двудоменных токсинов пауков Cheiracanthium punctorium и Oxyopes takobius, предложены механизмы их возникновения.
10. Охарактеризовано большое разнообразие мембрано-активных токсинов паукообразных, проявляющих цитолитическую и антимикробную активность. Показан потенциал использования цитолитических токсинов пауков Lachesana tarabaevi и Oxyopes takobius для борьбы с хламидиями.
11. Отмечено сходство структурной организации токсинов животных и защитных пептидов растений. Описано новое семейство пептидов альфа-гарпининов, выполняющих разнообразные защитные функции у цветковых растений и похожих по структуре на токсины скорпионов и морских улиток. На основе защитного пептида пшеницы Tk-AMP-X2 получен селективный блокатор калиевых каналов человека Kv1.3, представляющий интерес для разработки лекарств против аутоиммунных заболеваний.
12. Получен новый класс инструментов визуализации ионных каналов – химерные белки, содержащие два функциональных модуля: селективный нейротоксин и флуоресцентный белок. Продемонстрированы возможные области применения новых инструментов для локализации ионных каналов в клетках и тканях, получения новых систем скрининга лигандов каналов и диагностики заболеваний.
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